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PROCEDE DE DETERMINATION D* AGENTS BIOLOGIQUES 
DANS DES CELLULES CIBLES VIVANTES 

L'invention est relative a un precede de determination du titre 
5 (concentration) d'agents biologiques, tels que des vecteurs viraux de rransfert de 
genes, en temps reel, dans des cellules cibles vivantes, ainsi qu'a ses applications 
(therapie genique, genomique fonctionnelle, diagnostic viral, vaccins, proteines 
recombinantes). 

Les progres relatifs aux transferts de genes en therapie genique 
10 dependent d'une part de la capacite a developper et a produire des vecteurs permet- 
tant, dans la cellule cible, une expression regulee d'une proteine ou d'un ARN qui 
possedent des effets therapeutiques et d'autre part de la capacite a identifier de nou- 
veaux genes therapeutiques. 

Ainsi, avec le developpement recent du domaine de la genomique 
15 fonctionnelle, les vecteurs initialement developpes pour le transfert de genes, sont 
aussi utilises comme outils pour le criblage des banques de genes. 
Ces progres impliquent : 

- la construction et le criblage de banques de vecteurs de transfert de 

genes, 

20 - le developpement de constructions de vecteurs optimalisees et 

parfaitement adaptees a chaque application therapeutique, notamment en terme de 
ciblage tissulaire et de regulation de V expression et 

- la production en grande quantite de vecteurs controles, standardises 
et de qualite optimale, permettant de realiser des etudes precliniques et des essais 

25 cliniques de phase 1. 

Dans ce contexte, afin d' analyser rapidement de nombreuses 
constructions de vecteurs et d'optimaliser leur production en grande quantite, il est 
important de pouvoir determiner facilement, rapidement et precisement la concentra- 
tion desdits vecteurs par des methodes perfdrmantes. . 

30 Les methodes de determination de la concentration ou du titre 

desdits vecteurs, en particulier des vecteurs viraux, decrites dans la litterature se 
divisent en methodes physiques et en methodes biologiques. 
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Les methodes physiques mesurent Ie titre en particules physiques 
(pp) (Mittereder et al., J. Virol., 1996, 70, 11, 7498-7509; Atkinson et al., NAR, 
1998, 26, 11, 2821-2823 ; Nelson et al., Hum. Gene Ther., 1998, 9, 16, 2401-2405), 
qui represente le nombre total de particules virales de vecteur ; habituellement ce titre 
5 est evalue soit directement par comptage des particules virales en microscopie 
electronique, soit indirectement par mesure du contenu en acides nucleiques (hybrida- 
tion ou absorbance des acides nucleiques (DO260) pour AAV et AdV, respectivement), 
ou en proteines virales (activite RT et contenu en p24, par exemple pour MLV et HIV, 
respectivement) des vecteurs. La mesure du titre en particules physiques ne reflete pas 

10 la quantite de particules infectieuses presentes et biologiquement actives, en raison de 
la presence de particules defectives (defective-interfering particles ou DI) non infec- 
tieuses, sans genome ou avec un genome incomplet. 

Les methodes biologiques permettent, en revanche, de determiner un 
titre en particules infectieuses (ip : unites infectieuses, unites formant plage, unites de 

15 transduction) (Mittereder et al., precite ; Salvetti et al., Hum. Gene Ther., 1998, 9, 5, 
695-706 ; Atkinson et al., NAR, 1998, 26, 11, 2821-2823) par la mesure d'un para- 
metre biologique qui reflete V activite du vecteur dans des cellules infectees en 
culture : replication virale (AAV), integration du provirus (retrovirus, HTV), lyse 
cellulaire (formation de foyers ou de plages de lyse, uniquement dans le cas de virus 

20 lytiques (AdV, HSV)) et expression du transgene (tous les types de vecteurs). ip 
mesure le nombre de particules actives dans le processus biologique dont l'effet est 
mesure. Ainsi, les preparations de vecteur presentant un titre eleve en particules 
infectieuses et un rapport particules physiques/particules infectieuses faible sont 
considerees comme etant de haute qualite, ces deux parametres etant consideres 

25 comme fournissant une information quantitative concernant la performance d'une 
preparation d'un vecteur de transfert de gene. 

Quelle que soit la nature du parametre mesure, les methodes decrites 
reposent essentiellement sur une dilution en serie du vecteur (environ 10 a 20 dilutions 
en double ou en triple), suivie d'une periode d'incubation du vecteur avec les cellules 

30 (1 a 15 jours), puis du traitement des cellules (lyse, fixation, coloration, addition de 
substrat, hybridation, PCR), de la mesure du parametre fonctionnel et enfm de la 
determination du titre qui correspond k la dilution limite, c'est-a-dire a la dilution la 
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plus elevee pour laquelle la valcur du parametre biologique mesure atteint sa Iimite de 
detection. 

Le titre est generalement determine a partir de la courbe qui repre- 
sente les valeurs du parametre biologique en fonction de la dilution du vecteur : 
5 - par une extrapolation lineaire a partir de la region centrale quasi- 

lineaire de la courbe suivie de la determination de Tintersection avec Faxe des 
abscisses ou 

- par une approximation asymptotique de ladite courbe dans la 
region des dilutions elevees ; une telle approximation peut etre effectuee a Faide d'un 
10 programme informatique, qui repose sur une fonction hyperbolique pour le calcul du 
titre. 

Ainsi, plus le nombre de dilutions testees est eleve, plus la valeur du 

titre sera precise. 

Cependant ces techniques sont peu fiables et presentent 

15 Finconvenient de ne pas etre standardises. Pour resoudre ce probleme, de nouvelles 
m6thodes mieux adaptees a la determination du titre (ou concentration) et a la compa- 
raison de differents virus recombinants utilises en therapie genique ont ete proposees 
(EM. Atkinson et al, precite ; Demande Internationale PCT WO 99/11764). Par 
exemple, dans Farticle au nom d'E.M. Atkinson et al., precite et dans la Demande 

20 Internationale PCT WO 99/11764, la methode qui est decrite met en ceuvre essen- 
tiellement une etape d'amplification du materiel genetique viral dans une lignee 
cellulaire hote, des preparations de vecteur standard de titre connu obtenues par dilu- 
tions en serie et un controle interne de titre connu. De maniere plus precise, la 
methode comprend dans differents puits d'une plaque de microtitration, l'infection de 

25 cellules a l'aide de dilutions en serie d'une preparation virale (10 dilutions en 
triplicat), la replication du genome viral dans ladite cellule hote pendant 48 h a 72 h, la 
lyse chimique de ladite cellule, une hybridation de Tacide nucleique, la mesure de la 
quantite relative d'acide nucleique viral replique dans chaque puits et la determination 
du titre par extrapolation lineaire de la courbe, qui represente les valeurs des mesures 

30 obtenues en fonction de la dilution du vecteur. 

Ainsi, les methodes de TArt anterieur, meme les mieux adaptees 
comme celles decrites par d'E.M. Atkinson et al., precite, ne repondent pas aux 
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besoins du developpement et de la production des vecteurs de transfert de genes pour 
les raisons suivantes : 

elles sont tres lourdes a mettre en oeuvre et comprennent de 
nombreuses manipulations, a chaque etape de la rnethode, en raison du nombre 
5 important d'echantillons correspondant a chaque dilution de vecteur. Par consequent, 
elles ne sont pas utilisables dans le contexte du developpement et de la production des 
vecteurs de transfert de genes, qui implique le traitement de tres nombreux echantil- 
lons pour comparer differentes constructions ou conditions de production des vecteurs 
ou bien pour suivre la cinetique de production de ces vecteurs, 

10 - elles ne sont pas standardises pour la plupart, 

elles sont difficilement automatisables, etant donne le nombre et 
la complexite des etapes a mettre en ceuvre, et 

le resultat est obtenu a un temps fixe qui, en fonction de la 
nature du parametre mesure, est de plusieurs jours (expression d'un transgene) a 

15 plusieurs semaines (formation de plages de lyse). Ainsi, les delais necessaires pour la 
mise en oeuvre de ces methodes ne sont pas adaptes a la determination rapide de la 
concentration des vecteurs de transfert de genes vecteurs, dans le criblage des banques 
de vecteurs, le controle en cours de production ou bien pour suivre la cinetique de 
production de ces vecteurs. 

20 La presente invention s'est en consequence donnee pour but, de 

fournir un procede de determination du titre d'un agent biologique qui repond mieux 
au besoin de la pratique, en ce qu'elle permet T analyse de nombreux echantillons en 
temps reel. 

L'invention a egalement pour objet les applications dudit procede 
25 pour le criblage, Tanalyse et la production des vecteurs viraux de transfert de genes, 
des vaccins viraux et des proteines recombinantes ainsi que pour le diagnostic des 
infections virales. 

La presente invention a pour objet un procede de determination du 
titre d'un agent biologique interagissant avec des cellules cibles vivantes, lequel 
30 procede est caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

(aO Tincubation dudit agent biologique a une concentration C 
initiale incorinue, avec lesdites cellules cibles a une concentration D constante, 
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(bi) la mesure a differents temps successifs /, de Tintensite i d'un 
meme signal, qui resulte de Ja reaction agent biologique + cellules cibles vivantes, 

(ci) la determination du temps /p correspondant a la valeur / = p, 
choisie dans l'intervalle p m i n < P < Pmax, tel que p m i n et P^ correspondent aux valeurs 
5 de i au point d' inflexion de la courbe i - f (/) pour respectivernent, les concentrations 
minimales et maximales d'un agent biologique de reference, dont la courbe /p = f (Q 
(courbe de reference), est preetablie et 

(di) la determination de la concentration C initiale de Fagent biolo- 
gique, a 1'aide de ladite courbe de reference /p = f (Q. 
10 Definitions 

• on entend par agent biologique : un vecteur de transfert de 
genes viral ou non-viral, un virus, un anticorps, un vaccin ou une proteine recombi- 
nante. 

• on entend par cellules cibles vivantes, des cellules cibles, in 
15 vitro ou ex vivo, avant leur modification par un agent biologique. 

• on entend par titre C d'un agent biologique, sa concentration en 
particules (virus, vecteur de transfert de gene viral, vaccin viral) ou en molecules 
actives (proteine recombinante, anticorps), dans la reaction agent biologique + cellules 
cibles vivantes (C correspond au titre en particules infectieuses ou ip, tel que defmi ci- 

20 dessus pour les vecteurs viraux de transfert de genes). 

• on entend par reaction agent biologique + cellules cibles 
vivantes, la reponse des cellules cibles a Pagent biologique ou processus biologique, il 

- s'agit notamment : 

de l'expression d'un gene rapporteur ou d'un transgene, 
25 - de la replication, de T integration ou de 1'activite cytolytique 

d'un virus, 

d'une activite enzymatique, anti-virale, oncogenique, suppres- 
seur de tumeur ou cytotoxique, 

de la proliferation ou de la differenciation cellulaire, ou 
30 - de la liaison a des anticorps ou a des recepteurs. 

• Le produit P de la reaction agent biologique + cellules cibles 
vivantes est mesurable par un signal ; il est determine par la mesure d'un parametre 
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qui reflete la reponse des cellules cibles vivantes a 1'agent biologique. De maniere non 
limitative, on peut citer comme mesure : la quantite de proteine ou d'enzyme expri- 
mee par un gene rapporteur ou un transgene, le nombre de copies de genome du 
vecteur viral, le nombre de cellules. 
5 • on entend par signal, par exemple la fluorescence, la lumines- 

cence, Pabsorbance ou le denombrement de cellules. De maniere non limitative, on 
peut citer comme technique de mesure du signal : la microscopie optique ou de fluo- 
rescence, la fluorimetrie, la luminometrie et la spectrometrie. 

• on entend par mesure de Tintensite du signal, la mesure du 
10 produit P de la reaction agent biologique + cellules cibles vivantes, sans intervention 

sur les cellules cibles et sur ladite reaction, dont le produit P est mesure. 

• on entend par agent biologique de reference, un agent biolo- 
gique identique ou similaire a Fagent biologique a analyser, qui presente des modifi- 
cations qui n'affectent pas son activite dans la reaction dont le produit P est mesure. 

15 • on entend par mesure en temps reel, une mesure dont la valeur 

est obtenue instantanement. 

De maniere surprenante, l'lnventeur a montre que 1'intensite du 
signal f, qui reflete la reponse des cellules cibles a 1' agent biologique, depend unique- 
ment de deux parametres : la concentration C et le temps t. Ainsi, lorsque t augmente, 
20 Tintensite du signal i augmente, proportionnellement a la valeur de C; en conse- 
quence, pour une valeur de C constante, i varie proportionnellement a t et pour une 
valeur de t constante, i varie proportionnellement a C. 

Alors que pour mesurer la concentration C d'un agent biologique, 
les methodes de l'Art anterieur utilisent une valeur de / constante, l'lnventeur a 
25 trouve, de maniere inattendue que Tutilisation d'une valeur constante de C permet une 
determination plus simple, plus rapide et plus precise de la concentration des agents 
biologiques. 

Ainsi, l'lnventeur a montre, de maniere surprenante, que la concen- 
tration d'un echantillon biologique peut-etre determinee directement, sans avoir 
30 besoin de diluer ledit echantillon, (1) en mesurant les valeurs de i a differents instants / 
et en determinant la valeur correspondant a la valeur / = p puis (2) en determinant la 
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valeur de C correspondant a la valeur fp, a partir de la courbe de reference t - i (C), 
telle que definie ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de l'invention, 
la courbe de reference est 6tablie simultanement ou prealablement a l'etape (aj), telle 
que decrite ci-dessus, selon les etapes suivantes : 

(ao) la preparation, de n dilutions en serie d'un agent biologique de 
reference de concentration Co initiale connue, correspondant respectivement aux 
concentrations finales G, C2, C n dudit agent biologique, 

(bo) 1'incubation de chaque dilution dudit agent biologique de refe- 
rence obtenue en (ao) avec lesdites cellules cibles a une concentration D constante, 

(co) la determination a differents temps successifs t\ k t n de 
Tintensite du signal 1 qui resulte de la reaction agent biologique + cellules cibles 
vivantes, pour chaque concentration G, C2,. . . . C n dudit agent biologique de refe- 
rence, 

(do) le trace de la courbe i = f (r) pour chaque valeur G, Ci C n , 

(eo) la determination de la valeur p de z, telle que p min < P < Pmax et 
Pmin et P^ correspondent aux valeurs de i au point d'inflexion de la courbe i = f (/) 
pour respectivement C n et C\ f 

(f 0 ) le trace de la courbe de reference fp = f (C) pour la valeur 1 = p. 

Le procede de T invention est parfaitement adapte a T analyse de 
nombreux echantillons en temps reel, car il presente les avantages suivants : 
il est simple, 

- il est rapide, 
il est precis, 

- il est standardise et 

- il est automatisable. 

En effet, le procede de 1'invention ne necessite pas la dilution des 
echantillons ; par consequent, il est particulierement adapte a Tanalyse de nombreux 
6chantillons comme une banque de vecteurs de transfert de g^nes. Par exemple, alors 
que pour determiner le titre de 30 echantillons de vecteurs, les techniques de Tart 
ant£rieur necessitent, la realisation de 10 a 20 dilutions et done la manipulation de 300 
a 600 echantillons de cellules a chaque etape de la technique (infection, lyse, fixation, 


WO 01/86291 


PCT/FR01/01366 


8 

coloration, addition de substrat, hybridation), ce qui implique 1800 4 2400 manipula- 
tions pour une technique comprenant 3 etapes (infection, lyse ou fixation et coloration 
ou addition de substrat), le procede de Tinvention ne necessite pas de dilution de 
Techantillon, ni de manipulation des cellules et implique simplement 30 mesures du 
signal i. Par consequent, contrairement, aux techniques de Tart anterieur, le procede 
de Tinvention est simple, parfaitement standardise et automatisable. 

Le procede de Tinvention est plus precis que les techniques de Tart 
anterieur, car dans ledit procede les mesures sont effectuees a partir d'un merne echan- 
tillon, pris a differents instants t, alors que dans les techniques de Tart anterieur les 
differentes dilutions de Techantillon sont testees de fa9on independante, ce qui intro- 
duit des variations internes entre ces differentes dilutions. 

Le procede de Tinvention qui utilise le temps comme parametre 
variable, contrairement aux techniques de Tart anterieur, qui utilisent la concentration 
C comme parametre variable, permet de determiner la concentration des agents biolo- 
giques en temps reel en mesurant le signal i par des techniques comme la fluorimetrie, 
la luminometrie ou la spectrometrie, ce qui presente de nombreux avantages. 

En effet, dans le procede de Tinvention, les valeurs experimentales 
sont disponibles immediatement ce qui permet d'avoir une estimation rapide de la 
concentration des vecteurs pour suivre la cinetique de production de ces vecteurs ou 
bien pour analyser rapidement une banque de vecteurs de transfert de genes. En 
revanche, les techniques de Tart anterieur ne permettent pas de telles estimations etant 
donne qu'aucun resultat intermediaire, en cours de test n'est disponible ; seul le 
resultat final est disponible, une fois que Tensemble des donnees correspondant aux 
differentes dilutions ont ete obtenues a Tinstant t puis analysees, ce qui correspond a 
un delai de plusieurs jours a plusieurs semaines, en fonction de la technique utilisee. 

Selon encore un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit pro- 
cede, ledit signal est selectionne dans le groupe constitue par la fluorescence, la lumi- 
nescence, Tabsorbance ou le denombrement de cellules. 

De maniere non-limitative, le signal est avantageusement mesure par 
une technique telle que : la microscopie optique ou de fluorescence, la fluorimetrie, la 
luminometrie et la spectrometrie. 
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Selon encore un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit 
procede, ledit agent biologique est selectionne dans le groupe constitue par les virus, 
les vecteurs de transfert de genes viraux et non-viraux, les vaccins, les anticorps et les 
proteines recombinantes. 
5 La presente invention a egalement pour objet un kit ou une trousse 

de dosage (titrage) ou de detection d'un agent biologique, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

des cellules cibles vivantes a une concentration D constante, 
un agent biologique de reference de concentration C connue, 
10 la courbe de reference dudit agent biologique / p = f (Q. 

Une telle trousse de dosage doit etre associee, pour mesurer 
l'intensite du signal de la reaction agent biologique + cellules cibles vivantes, a un 
moyen physique approprie. 

Cette trousse de dosage qui permet des mesures en temps reel, est 
15 particulierement adaptee, notamment a la determination du titre (titrage) d'un vecteur 
utilise en therapie genique, d'un virus utilise pour la production d'un vaccin, d'une 
proteine recombinante utilisee pour la production d'un produit biologique (medica- 
ment, reactif) ou bien au dosage et/ou a la detection d'un virus, pour le diagnostic 
d'une infection virale. 

20 Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 

d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en ceuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

la figure 1 represente les valeurs experimentales de Tintensite 

25 du signal de fluorescence i, en fonction du temps / pour chaque concentration (cone.) 
d'un vecteur retroviral codant la proteine fluorescente (EGFP). Les concentrations 
sont exprimees pour 10 6 particules infectieuses /ml. 

la figure 2 represente les courbes i = f (r), determinees a partir 
des valeurs experimentales presentees a la figure 1 . 

30 - la figure 3 represente les valeurs /p pour les differentes concen- 

trations de vecteur, determinees a partir de la courbe de la figure 2, pour la valeur P = 
100 dez. 
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la figure 4 represente la courbe de reference du vecteur retro- 
viral fp = f (C), determinee a partir des valeurs experimentales presentees a la figure 3. 

la figure 5 represente les valeurs experimentales de Tintensite 
du signal d'hybridation i, en fonction du temps t, pour chaque dilution d'un vecteur 
5 associe a F adenovirus recombinant (AAVr). 

la figure 6 represente les courbes i = f (/), determinees a partir 
des valeurs experimentales presentees a la figure 5. 

la figure 7 represente les valeurs rp pour les differentes concen- 
trations de vecteur, determinees a partir de la courbe de la figure 6, pour la valeur P = 
10 -2 de i. 

la figure 8 represente la courbe de reference du vecteur AAVr, 
fp = f (Q, determinee a partir des valeurs experimentales presentees a la figure 7. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d'illustration de Pobjet de Tinvention, dont ils ne constituent en 
15 aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : Determination du titre d'un vecteur retroviral dans des cellules 
Rat-?. 

1.1-Materiels et methodes 

1/ agent biologique analyse est un vecteur retroviral denomme pSI- 
20 EGFP (Ropp et ah, Cytometry, 1995, 21, 309-317), codant le gene rapporteur de la 
proteine fluorescente eucaryote (Eukaryotic Green Fluorescent Protein ou EGFP), les 
cellules cibles sont les cellules Rat-2 (ATCC CRL1764) et la reaction agent 
biologique + cellules cibles vivantes est Texpression du gene rapporteur EGFP. Le 
produit P qui est mesure pour determiner le titre dudit vecteur (concentration en parti- 
25 cules retrovirales infectieuses ou ip) est la quantite de proteine EGFP, qui est mesuree 
par fluorimetrie. 

Des cellules Rat-2 sont ensemencees dans les puits d'une plaque de 
microtitration a une concentration constante, puis infectees a / = 0, avec les dilutions 
1/2, 1/4 et 1/10 d'une preparation de vecteur retroviral de reference de concentration 
30 initiale connue (Co = 10 6 particules infectieuses /ml ), correspondant respectivement 
aux concentrations de 0,5. 10 6 ; 0,25. 10 6 et 0,1. 10 6 particules infectieuses/ml. Aux 
differents instants t = 16 h, 24 h, 40 h, 48 h et 64 h, Tintensite du signal de fluores- 
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cence i, emis par les cellules infectees par chaque dilution de vecteur est mesuree par 
fluorimetrie. La courbe i = f (r) est ensuite tracee pour chaque dilution et la valeur P 
est fixee a 100. Les valeurs fp, correspondant aux valeurs de t lorsque i = 100, sont 
determinees pour chaque concentration d'echantillon de reference, puis, la courbe tp = 
5 f (C) est tracee a partir de ces valeurs. 

1.2-Resultats 

La figure 2 represente la courbe i = f (/), determinee a partir des 
valeurs experimentales presentees a la figure 1. La figure 4 represente la courbe de 
reference du vecteur retroviral, r p = f (Q, determinee a panir des valeurs experimen- 
10 tales presentees a la figure 3. 

La figure 2 montre que Tintensite du signal est une fonction du 
temps t d'incubation du vecteur avec les cellules cibles et de la concentration C dudit 
vecteur. 

La figure 2 montre egalement que la valeur p=100, permet une 
15 determination sensible et precise de la concentration du vecteur car elle detecte de 
faibles concentrations de vecteur et pour cette valeur, les variations de C corres- 
pondent a une variation importante de t. Ces resultats sont confirmes par la figure 4 
qui represente la courbe de reference du vecteur, r p = f (C). Cette courbe de reference 
montre qu'il existe une relation directe entre les valeur de f p et de C qui permet de 
20 determiner la concentration d'une preparation de vecteur, sans dilution et sans mani- 
pulation des cellules, simplement par determination de la valeur experimentale tp de ce 
vecteur, correspondant a la valeur de p = 100. 

EXEMPLE 2 : Comparaison du titre d'un vecteur associe h Padenovirus 
recombinant (AAVr) determine a Paide des parametres d y un procede classique 
25 (temps constant et concentration variable) ou du procede de rinvention (temps 
variable et concentration constantel 

2.1-Materiels et methodes 

L'agent biologique analyse est un virus associe a l'adenovirus, 
recombinant (AAVr), codant le gene rapporteur lacZ, les cellules cibles sont la lignee 
30 Hela-repcap32, la reaction agent biologique + cellules cible vivantes est la replication 
virale et le produit P qui est mesurS pour determiner le titre du vecteur (concentration 
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en particules actives oil ip) est le nombre de copies de genome de AAVr. P est mesure 
par hybridation de type Dot-blot selon les techniques classiques connues de 1 'Homme 
du metier. 

Les cellules Hela-repcap32 sont ensemencees dans les puits d'une 
5 plaque de microtitration a une concentration constante, puis co-infectees, a t = 0, avec 
les dilutions 10* 4 , 10* 7 , 10" 8 et 10' 9 du vecteur et l'adenovirus sauvage, a une multipli- 
city d'infection de 100. 

Aux differents instants t = 6 h, 14 h, 18 h, 20 h, 24 h, 30 h, 38 h, 44 
h, 48 h et 54 h, les cellules sont recoltees puis le genome viral est isole et hybride avec 
10 une sonde nucieotidique specifique marquee, selon la technique du Dot Blot 
classiquement utilisee par rhomme du metier. L'intensite du signal, qui represente la 
quantite d'ADN hybridee est mesuree a l'aide d'un phosphorimageur. 

Pour la determination du titre par le procede classique, la courbe log 
i = f (log dilution) est tracee a partit des valeurs obtenues au temps t = 24 h et le titre 
15 est determine par approximation asymptotique dans la region des plus fortes dilutions. 

Pour la determination du titre par le procede de Tinvention, la 
courbe log i = f (t) est tracee pour chaque dilution de vecteur et la valeur P est fixee a - 
2. Les valeurs fp, correspondant aux valeurs de t lorsque i = -2, sont determinees pour 
chaque concentration de Tagent de reference, puis, la courbe fp = f (log C) est tracee a 
20 partir de ces valeurs. 

2.2-Resultats 

La figure 6 represente la courbe log i - f (r), determinee a partir des 
valeurs experimentales presentees a la figure 5. La figure 8 represente la courbe de 
reference du vecteur AAVr, /p = f (log Q, determinee a partir des valeurs experi- 
25 mentales presentees a la figure 7. 

La figure 6 montre que l'intensite du signal est une fonction du 
temps t d'incubation du vecteur avec les cellules cibles et de la concentration C dudit 
vecteur. 

La figure 6 montre egalement que la valeur P= - 2, permet une deter- 
30 mination sensible et precise de la concentration du vecteur, car elle detecte de faibles 
concentrations de vecteur et pour cette valeur, les variations de C correspondent a une 
variation importante de t. 
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Ces resultats sont confirmes par la figure 8 qui represente la courbe 
de reference du vecteur, /p = f (logC). Cette courbe de reference montre qu'il existe 
une relation directe entre les valeurs de t$ et de C qui permet de determiner, avec 
precision et sans dilution, la concentration d'une preparation de vecteur, a partir d'une 
5 seule valeur experimentale tp de ce vecteur correspondant a la valeur de p = - 2. 

A titre comparatif, pour une meme preparation de vecteur, le 
procede classique donne un titre de 1 x 10 8 particules infectieuses/ml et le procede de 
Tinvention donne un titre de 0,85 x 10 8 particules infectieuses/ml. Ces resultats 
montrent que les valeurs obtenues par le precede de Tinvention sont comparables a 
10 celles obtenus par les procedes classiques de titrage d'agents biologiques. 

Neanmoins, contrairement aux procedes classique le procede de 
determination du titre d'agent biologiques de Tinvention permet avantageusement 
d'analyser de nombreux echantillons, simultanement et en temps reel. En effet, il est 
simple, rapide, precis, standardise, automatisable et la valeur de Tintensite du signal 
15 qui mesure le produit de la reaction de Tagent biologique avec les cellules cibles 
vivantes est obtenue instantanement, sans intervention sur les cellules cibles et sur la 
reaction biologique dont le produit est mesure. 

Ainsi, le procede de Tinvention est utilisable aussi bien pour : 

cribler rapidement une banque de vecteurs de transfert de genes 
20 ou de mutants d'une proteine recombinante, 

optimiser ou controler la production : des vecteurs de transfert 
de genes therapeutiques utilisables pour des essais precliniques et des essais cliniques 
de phase I, des virus utilises comme vaccins viraux ou des proteines recombinantes 
utilisees comme medicament ou comme reactif biologique et 
25 - detecter rapidement une infection virale a partir d'un echantillon 

biologique d'un patient a tester 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Tinvention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en ceuvre, de realisation et d'application qui 
viennent d'etre decrits de fa?on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
30 variantes qui peuvent venir a Tesprit du technicien en la mattere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVINDICATIONS 
1°) Precede de determination du titre d'un agent biologique intera- 
gissant avec des cellules cibles vivantes, caracterise en ce qu'il comprend au moins les 
etapes suivantes : 

5 (a0 Tincubation dudit agent biologique a une concentration C 

initiale inconnue, avec lesdites cellules cibles a une concentration D constante, 

(bi) la mesure a differents temps successifs t t de Tintensite / d'un 
meme signal, qui resulte de la reaction agent biologique + cellules cibles vivantes, 

(ci) la determination du temps /p correspondant a la valeur i = P, 
10 choisie dans Tintervalle p min < P < Pmax, tel que Pmin et p max correspondent aux valeurs 
de i au point d' inflexion de la courbe i = f (r) pour respectivement les concentrations 
minimales et maximales d'un agent biologique de reference dont la courbe t$ = f (C) 
est preetablie et 

(dj) la determination de la concentration C initiale de Pagent biolo- 
15 gique, 4 Taide de ladite courbe de reference fp = f (Q. 

2°) Precede selon la revendication 1 , caracterise en ce que simulta- 
nement ou prealablement a Tetape (aO, ladite courbe de reference est etablie selon les 
etapes suivantes : 

(ao) la preparation, de n dilutions en serie d'un agent biologique de 
20 reference de concentration Co initiale connue, correspondant respectivement aux 

concentrations finales C\, Ci, C n dudit agent biologique, 

(bo) Tincubation de chaque dilution dudit agent biologique de refe- 
rence obtenue en (ao) avec lesdites cellules cibles a une concentration D constante, 

(co) la determination a differents temps successifs t\ a r n de 
25 Tintensite du signal i qui resulte de la reaction agent biologique + cellules cibles 
vivantes, pour chaque concentration G, C2,. . . . C n dudit agent biologique de refe- 
rence, 

(do) le trace de la courbe i = f (r) pour chaque valeur Ci, C2, C n , 

(e 0 ) la determination de la valeur P de /, telle que p m i n < P < Pmax et 
30 p m in et pmax correspondent aux valeurs de / au point d'inflexion de la courbe / = f (/) 
pour respectivement C n et G, 

(f 0 ) le trace de la courbe de reference fp = f (Q pour la valeur 1 = P 
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3°) Procede selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracte- 
rise en ce que ledit agent biologique est selectionne dans le groupe constitue par les 
virus, les vecteurs de transfert de genes viraux et non-viraux, les vaccins, les anticorps 
et les proteines recombinantes. 
5 4°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, carac- 

terise en ce que ledit signal est selectionne dans le groupe constitue par ia fluores- 
cence, la luminescence, Tabsorbance et le denombrement de cellules. 

5°) Trousse de dosage ou de detection d'un agent biologique, carac- 
terisee en ce qu'elle comprend : 
10 - des cellules cibles vivantes a une concentration D constante, 

un agent biologique de reference de concentration C connue, et 
la courbe de reference dudit agent biologique t p = f (C). 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 6 
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Figure 7 
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METHOD FOR DETERMINING THE TITER OF BIOLOGICAL 
AGENTS IN LIVING TARGET CELLS 

The invention concerns a method for determining the titer 
(concentration) of biological agents, such as gene transfer viral vectors, in real time, in 
5 living target cells, as well as its uses (gene therapy, functional genomics, viral 
diagnosis, vaccines, recombinant proteins). 

The progress concerning gene transfer in the field of gene therapy 
depends, on the one hand on the capacity to develop and to produce vectors allowing, 
a regulated expression in the target cell, of a protein or an RNA which possess 
10 therapeutic effects, and on the other hand on the capacity to identify new therapeutic 
genes. 

Thus, with the recent development in the field of functional genomics, 
vectors initially developed for gene transfer, are also used as tools for the screening of 
gene libraries. 
1 5 These progresses imply : 

- the construction and the screening of gene transfer vectors libraries, 

- the development of optimized vector constructs which are perfectly 
adapted to each therapeutic application, in particular in terms of tissue-targeting and 
expression regulation, and 

20 - the production in large quantities of controlled, standardized 

vectors with an optimal quality, which can be used in preclinical studies and phase I 
clinical trials. 

- In this context, in order to analyze quickly numerous vector 
constructs and to optimize their production in large quantities, it is important to be 

25 able to determine easily, quickly and accurately the concentration of said vectors by 
efficient methods. 

The methods for determining the concentration or the titer of said 
vectors, in particular of the viral vectors, described in the literature are divided into 
physical methods and biological methods. 
30 The physical methods measure the titer of physical particles (pp) 

(Mittereder et al., J. Virol., 1996, 70, 1 1, 7498-7509 ; Atkinson et al., NAR, 1998, 26, 
11, 2821-2823 ; Nelson et al., Hum. Gene Ther., 1998, 9, 16, 2401-2405), which 
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represents the total number of viral vector particles; usually this titer is estimated 
either directly by counting the viral particles by electronic microscopy, or indirectly 
by measuring the nucleic acid content of the vectors (hybridization or optical 
absorbance (DO260) for AAV and AdV, respectively), or the viral proteins content of 
5 the vectors (RT activity and p24 content, for example for MLV and HIV, 
respectively). The physical particles titer measurement does not reflect the quantity of 
infectious and biologically-active particles which are present, because of the presence 
of non-infectious defective particles (defective-interfering particles or DI), without 
genome or with an incomplete genome. 

10 The biological methods, in contrast, allow the determination of an 

infectious particles titer (ip: infectious units, plaque forming units, transduction units) 
(Mittereder et al., precited; Salvetti et al., Hum. Gene Ther., 1998, 9, 5, 695-706; 
Atkinson et al, precited) by the measurement of a biological parameter which reflects 
the activity of the vector in an infected cells culture : viral replication (AAV), pro virus 

1 5 integration (retrovirus, HIV), cellular lysis [formation of plaques or foci of lysis), only 
in the case of lytic viruses (AdV, HSV)] and transgene expression (all types of 
vectors). The ip measures the number of active particles in the biological process from 
which the effect is measured Thus, the vector preparations presenting a high titer of 
infectious particles and a low ratio of physical particles/infectious particles are 

20 considered as being of high quality, these two parameters being considered as 
providing quantitative information concerning the power of a preparation of a gene 
transfer vector. 

Whatever the nature of the measured parameter, the methods described 
are essentially based on: serial dilutions of the vector preparation (about 10 to 20 

25 dilutions in duplicate or triplicate), followed by vector with cells incubation time (1 to 
15 days), then by cell treatment (lysis, fixation, coloration, substrate addition, 
hybridization, PCR), functional parameter measurement, and finally by titer 
determination; said titer is defined as the end-point dilution, which is the highest 
dilution at which the value of the biological parameter is below the detection 

30 threshold. The titer is generally determined from the curve which represents the values 
of the biological parameter according to the dilution of the vector: 
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- by a linear extrapolation from the quasi-linear central region of the 
curve, followed by determination of the intersection with the abscissa, or 

- by an asymptotic estimation of said curve in the region of high 
dilutions; such an estimation can be made with a computer program, which is based 

5 on a hyperbolic function for the titer calculation. 

Thus, the larger the number of tested dilutions, the more accurate will 
be the titer value. 

However, these techniques have low reliability and have the 
disadvantage of not being standardized. To solve this problem, new methods were 

10 proposed, which are more adapted to the determination of the titer (or concentration) 
and the comparison of various recombinant viruses used for gene therapy (E.M. 
Atkinson, precited; International PCT Application WO 99/11764). For example, in the 
article in the name of E.M. Atkinson, precited and in the International PCT 
Application WO 99/1 1764, the method which is described comprises essentially a step 

15 of viral genetic material amplification in the host cell line, standard vector 
preparations of known titer obtained by serial dilutions, and an internal control of 
known titer. More precisely, the method includes, in several wells of a micro-titration 
plate, cell infection with serial dilutions of a viral preparation (10 dilutions in 
triplicate), replication of the viral genome in the said host cell during 48 to 72 hours, 

20 chemical lysis of said cell, hybridization of the nucleic acid, measurement of the 
relative quantity of viral nucleic acid replicated in each well, and the determination of 
the titer by linear extrapolation of the curve which represents the measured values 
according to the dilution of the vector. 

Thus, the methods of the prior art, even the more adapted as those 

25 described by E.M. Atkinson et al., precited, do not meet practical needs for the 
development and the production of gene transfer vectors, for the following reasons: 

- their execution is difficult and comprises numerous manipulations, 
at each step of the method, because of the high number of samples corresponding to 
each vector dilution. Consequently, they cannot be used to develop and produce gene 

30 transfer vectors, which implies the treatment of numerous samples for comparing 
various vector constructs or various conditions for producing the vectors, or for 
monitoring the vector production kinetic, 
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they are not standardized for the most part, 

- they are difficult to automate, because of the number and the 
complexity of the steps to perform, and 

- the result is obtained at a fixed time which, depending on the nature 
5 of the measured parameter, varies from a few days (transgene expression) to several 

weeks (plaques of lysis formation). Thus, the delays required to perform these 
methods are not adapted to rapid determination of gene transfer vectors concentration, 
screening of vector libraries, control in the course of production or production kinetic 
monitoring of said vectors. 
10 The present invention set itself the objective to supply a method for 

determining the titer of a biological agent which meets practical needs better than the 
methods of the prior art in that it allows the analysis of numerous samples in real time. 

The invention also concerns uses of said method for the screening, the 
analysis and the production of gene transfer viral vectors, viral vaccines and 
1 5 recombinant proteins, as well as for viral infection diagnosis. 

Consequently, the present invention relates to a method for determining 
the titer of a biological agent interacting with living target cells, characterized in that it 
comprises at least the following steps: 

(ai) the incubation of said biological agent at an unknown initial 
20 concentration C, with said target cells at a constant concentration D 9 

(bi) the measurement at various successive times r, of the intensity i of 
the same signal, which results from the reaction biological agent + living target cells, 

(ci) the determination of the time fo corresponding to the value i = 6, 
chosen in the interval fl^n < B < Bmax, such that fl,™ and 1W correspond to the values 
25 of i at the inflexion point of the i - f (0 curve for respectively, the minimal and 
maximal concentrations of a standard biological agent, for which the t& = f (C) curve 
(standard curve) is pre-established, and 

(di) the determination of the biological agent initial concentration C, 
with the help of said h = f (O standard curve. 
3 0 Preliminary Definitions: 

• biological agent means a viral or non-viral vector for gene transfer, 
a virus, an antibody, a vaccine or a recombinant protein. 
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• living target cells mean target cells, in vitro or ex vivo, before their 
modification by a biological agent. 

• titer C of a biological agent means its concentration in particles 
(virus, gene transfer viral vector, viral vaccine) or in active molecules (recombinant 

5 proteins, antibodies), in the reaction biological agent + living target cells (C 
corresponds to the titer of infectious particles or ip, as defined above for gene transfer 
viral vectors). 

• reaction biological agent + living target cells means the response of 
the target cells to the biologic agent or to the biological process, in particular: 

10 - the expression of a reporter gene or of a transgene, 

- the replication, the integration or the cytolytic activity of a virus, 

- the enzymatic, anti-viral, oncogenic, tumor suppressor or cytotoxic 

activities, 

- the proliferation or the cellular differentiation, or 
15 - the binding to antibodies or to receptors. 

• The product P of the reaction biological agent + living target cells 
is measurable by a signal; it is determined by the measurement of a parameter which 
reflects the response of the living target cells to the biological agent. Without 
limitation, said parameter is: the protein or enzyme quantity which is expressed by a 

20 reporter gene or a transgene, the viral vector genome copy number or the cell number. 

• The signal means for example, the fluorescence, the luminescence, 
the absorbance or the cell numeration. The signal is measured, without limitation, by 
using optical or fluorescence microscopy, fluorimetry, luminometry and spectrometry. 

• the measurement of the signal intensity means the measurement of 
25 the product P of the reaction biological agent + living target cells, without any 

intervention on the target cells and/or on said reaction from which product P is 
measured. 

• Standard biological agent means a biological agent identical or 
similar to the biological agent to analyze; said standard agent presents modifications 

30 which do not affect its activity in the reaction from which product P is measured 

• measure in real time means a measure from which value is obtained 
instantaneously. 
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Surprisingly, the Inventor has shown that the signal intensity i, which 
reflects the response of the target cells to the biological agent, depends only on two 
parameters: the concentration C and the time /. Thus, when t increases, the signal 
intensity i increases, proportionally to the value of C; as a consequence, for a constant 
5 value of C, i varies proportionally to t and for a constant value of >, / varies 
proportionally to C. 

In contrast to the methods of the prior art which use a constant value of 
t for measuring the concentration C of a biological agent, the Inventor has found 
unexpectedly, that the use of a constant value of C allows a simpler, more rapid and 
10 more accurate determination of the biological agents concentration. 

Thus, the Inventor has showed surprisingly, that the concentration of a 
biological sample can be determined directly, without the need to dilute said sample, 
by: (1) measuring the values of i at various times t and by determining the value fo 
corresponding to the value i = B, and then (2) determining the value of C 
1 5 corresponding to the value ft on the standard curve t = f (Q, such as defined above. 

According to an advantageous embodiment of the method according to 
the invention, the standard curve is established simultaneously or before the step (ai), 
as described above, according to the following steps: 

(ao) the preparation of n serial dilutions of a standard biological agent, 
20 at a known initial concentration Co, said dilutions corresponding to said standard 
biological agent final concentrations Ci, d»- . . . d, respectively, 

(b 0 ) the incubation of each standard biological agent dilution obtained 
in (ao), with said target cells at a constant concentration D, 

(co) the determination of the signal intensity i which results from the 
25 reaction biological agent + target living cells, for each concentration d. d ..... d of 
said standard biological agent, at various successive times ri to t n , 

(do) the drawing of the i = f(t) curve for each value d> d ,. . . . d> 

(eo) the determination of the B value of 1, such that B^n < B < Bmax and 
Bmin and correspond to the values of i at the inflexion point of the i = f ( t ) curve 
30 for C n and d, respectively, and 

(fo) the drawing of the /c = f ( C) standard curve for the i = B value. 
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The method according to the invention is perfectly adapted to the 
analysis of numerous samples in real time, because it presents the following 
advantages: 

- it is simple, 
5 - it is rapid, 

- it is accurate, 

- it is standardized and 

- it is able to be automated. 

Indeed, the method according to the invention does not require the 

10 dilution of the samples; consequently, it is particularly adapted to the analysis of 
numerous samples such as a gene transfer vectors library. For example, while, the 
methods of the prior art require the preparation of 10 to 20 dilutions to determine the 
titre of 30 vector samples and thus, the manipulation of 300 to 600 cell samples at 
each step of the method (infection, lysis, fixation, staining, substrate addition, 

1 5 hybridization), which implies 1 800 to 2400 manipulations for a method including 3 
steps (infection, lysis or fixation, and staining or substrate addition), the method 
according to the invention does not require sample dilution nor cell manipulation and 
simply implies 30 signal (i) measurements. Consequently, contrary to the methods of 
the prior art, the method according to the invention is simple, perfectly standardized 

20 and may be automated. 

The method according to the invention is more accurate than the 
methods of the prior art, since the measurements are made from the same sample 
taken at various times t y contrary to the methods of the prior art wherein various 
sample dilutions are tested separetly, resulting in internal variations between various 

25 dilutions. 

Contrary to the techniques of the prior art which use the concentration 
C as a variable parameter, the method according to the invention which uses the time 
as a variable parameter, presents a number of advantages in that it allows the 
determination of biological agents concentration in real time, by measuring the signal 
30 i, by using techniques such as fluorimetry, luminometry or spectrometry. 

Indeed, in the method according to the invention, the experimental 
values which are available immediately allow a rapid estimation of the vector 
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concentration, in order to monitor the vector production kinetic or to analyze rapidly a 
gene transfer- vector library. The methods of the prior art, in contrast, do not allow 
such estimation since no intermediate results are available in the course of the 
experiment; the final result only is available, once all the data corresponding to the 
various dilutions have been obtained at the time t and then analyzed, which 
corresponds to a delay from several days to several weeks, depending on the technique 
used 

According to another advantageous embodiment of the method 
according to the invention, said signal is selected from the group consisting of the 
fluorescence, the luminescence, the absorbance and the cell numeration. 

Without limitation, the signal is advantageously measured by a 
technique such as: optical or fluorescent microscopy, fluorimetry, luminometry and 
spectrometry. 

According to yet another advantageous embodiment of the method 
according to the invention, said biological agent is selected from the group consisting 
of viruses, viral and non-viral vectors for gene transfer, vaccines, antibodies and 
recombinant proteins. 

The present invention relates also to a kit for quantifying (titration) or 
detecting a biological agent, characterized in that it comprises: 

- living target cells at a constant concentration D, 

- a standard biological agent at known concentration C, and 

- the t& = f ( C ). standard curve of said standard biological agent. 

This kit is associated with an appropriate physical mean to measure the 
signal intensity of the reaction biological agent + living target cells. 

This kit which allows real time measurements is particularly adapted to 
the titer determination (titration) of a vector for use in gene therapy, a virus for use as 
a vaccine, a recombinant protein for use as a biological product (medicament, 
reagent), or to the quantification and/or to the detection of a virus, for viral infection 
diagnosis. 

Apart from the foregoing provision, the invention also comprises other 
provisions which will become apparent from the following description referring to 
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examples of how to carry out the method forming the subject of the present invention 
and to the attached drawings, in which: 

- figure 1 represents the experimental values of the fluorescence signal 
intensity i, according to the time /, for each concentration (cone.) of a retroviral vector 

5 coding for the EGFP fluorescent protein. The concentrations are expressed for 10 6 
infectious particles / ml. 

- figure 2 represents the i = f if) curve, determined from the 
experimental values presented in figure 1 . 

figure 3 represents the values h for various vector concentrations, 
1 0 determined from the curve in figure 2, for the 6 = 1 00 value of /. 

figure 4 represents the h = f ( C ) standard curve of the retroviral 
vector, determined from the experimental values presented in figure 3. 

figure 5 represents the experimental values of the hybridization 
signal intensity /, according to the time t, for each dilution of an adenovirus associated 
1 5 recomb inant vector (r AAV) . 

- figure 6 represents the i = f ( t ) curve, determined from the 
experimental values presented in figure 5. 

- figure 7 represents the values of h for various concentrations of 
vector, determined from the curve presented in figure 6, for the value IS = 2 of /. 

20 - figure 8 represents the ft = f ( C ) standard curve of the vector 

rAAV, determined from the experimental values presented in figure 7 

It must be clearly understood, however, that these examples are given 
solely in order to illustrate the subject of the invention whithout in any way implying 
limitation. 

25 EXAMPLE 1: Determination of the titer of a retroviral vector in Rat-2 cells. 
1.1 - Materials and methods 

The biological agent is a retroviral vector called pSI-EGFP (Ropp et 
al., Cytometry, 1995, 21, 309-317), coding for the fluorescent eukaryotic protein 
{Eukaryotic Green Fluorescent Protein or EGFP) reporter gene, the target cells are 
30 Rat-2 cells (ATC CRL1764) and the reaction biological agent + living target cells is 
the expression of the EGFP reporter gene. The product P which is measured for 
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determining the titer of said vector (concentration in retroviral infectious particles or 
ip) is the quantity of EGFP protein, which is measured by fluorimetry. 

Rat-2 cells are seeded in wells of a micro-titration plate at a constant 
concentration, then infected at t = 0, with the 1/2, 1/4 and 1/10 dilutions of a standard 
5 retroviral vector preparation of known initial concentration (Co = 10 6 infectious 
particles / ml), said dilutions corresponding to the concentrations of 0.5x1 0 6 ; 0.25x1 0 6 
and O.lxlO 6 infectious particles / ml, respectively. At times t = 16 hours, 24 hours, 40 
hours, 48 hours and 64 hours, the fluorescence intensity signal i, emitted by cells 
infected with each vector dilution is measured by fluorimetry. The curve i = f ( t ) is 
10 then drawn for each dilution and the value of fi is fixed at 100. The values fc, 
corresponding to the values of t when i = 100, are determined for each concentration 
of the standard samples, then, the curve f B = f ( C ) is drawn from these values. 

1.2 - Results 

Figure 2 represents the / = f ( t ) curve, determined from the 
1 5 experimental values presented in figure 1 . Figure 4 represents the f B = f ( C ) standard 
curve of the retroviral vector, determined from the experimental values presented in 
figure 3. 

Figure 2 shows that the signal intensity is a function of the vector 
incubation time with the target cells t, and the vector concentration C . 

20 Figure 2 shows also that the A = 100 value , allows a sensitive and 

accurate determination of the vector concentration since (i) it detects low 
concentrations of the vector, and (ii) for this value, the variations of C correspond to 
an important variation of t These results are confirmed by figure 4 which represents 
the h = f ( C ) standard curve of the vector. This standard curve shows that there is a 

25 direct relationship between the values of tv> and C which allows the determination of 
the vector preparation concentration, without dilution and without manipulation of 
cells, simply by determination of the t& experimental value of this vector, 
corresponding to the 6 = 100 value. 

EXAMPLE 2 : Comparison of the titer of a recombinant adeno-associated virus 
30 (rAAV) determined from the parameters of a classical method (constant time 
and variable concentration) or of the method according to the invention (variable 
time and constant concentration). 
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2.1 - Materials and methods 

The biological agent is a recombinant adeno-associated virus (rAAV), 
coding for the reporter gene lacZ, the target cells are Hela-repcap32 cell line, the 
reaction biological agent + living target cells is the viral replication and the product P 
5 which is measured for determining the titer of the vector (concentration in active 
particles or ip) is the rAAV genome copy number. P is measured by Dot-blot 
hybridization, according to standard techniques known by a skilled person in the art. 

Hela-repcap32 cells are seeded in wells of a micro-titration plate at 
constant concentration, then co-infected at t= 0, at a multiplicity of infection of 100, 
10 with 10" 4 , 10" 7 , 10" 8 and 10" 9 vector dilutions and the wild-type adenovirus. 

Cells are harvested at various times t — 6 hours, 14 hours, 18 hours, 20 
hours, 24 hours, 30 hours, 38 hours, 44 hours, 48 hours and 54 hours, then the viral 
genome is isolated and hybridized with a nucleotidic labelled probe, according to the 
classic Dot-Blot method, known by a skilled person in the art. The signal intensity, 
15 which represents the hybridized DNA quantity, is measured by means of a 
phosphoimager. 

For the determination of the titer according to the classical method, the 
log i = f (log dilution) curve is drawn from the values obtained at the time t = 24 hours 
and the titer is determined by asymptotic estimation in the region of the highest 
20 dilutions. 

For the determination of the titer according to the method of the 
invention, the log / = f ( t ) curve is drawn for each vector dilution and the 6 value is 
fixed to -2. The t& values, corresponding to the values of t when i = -2, are determined 
for each concentration of the standard agent, then, the tv> = f (log C) curve is drawn 
25 from these values. 

2.2 - Results 

Figure 6 represents the log i = f ( t ) curve, determined from the 
experimental values presented in figure 5. Figure 8 represents the ft = f (log C) 
standard curve of the vector rAAV, determined from the experimental values 
30 presented in figure 7. 

Figure 6 shows that the signal intensity is a function of the vector 
incubation time with cells t and the vector concentration C. Figure 6 shows also that 
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the 6 = -2 value allows a sensitive and accurate determination of the vector 
concentration, since (i) it detects low vector concentrations, and (ii) for this value, the 
variations of C correspond to an important variation of t. 

These results are confirmed by figure 8 which represents the t& = f (log 
5 C) standard curve of the vector. This standard curve shows that there is a direct 
relationship between the H and C values which allows the determination of a vector 
preparation concentration, accurately and without dilution, from a single experimental 
value of fa corresponding to the 6 = -2 value. 

By comparison, for the same vector preparation , the classical method 
10 gives a titer of 1x1 0 8 infectious particles / ml and the method according to the 
invention gives a titer of 0.85x1 0 8 infectious particles / ml. These results show that the 
values obtained by the method according to the invention are comparable to those 
obtained by the classical methods for titration of biological agents. 

Nevertheless, contrary to the classical methods, the method for 
15 determining the titer of biological agents according to the invention allows 
advantageously the analysis of numerous samples, simultaneously and in real time. 
Indeed, it is simple, rapid, accurate, standardized, it can be automated and the value 
of the signal intensity which measures the product of the reaction of the biological 
agent with the living target cells is obtained immediately, without intervention on the 
20 target cells and on the biological reaction from which product is measured. 

So, the method according to the the invention is useful for: 

- the rapid screening of gene transfer vectors or recombinant protein 
mutants libraries , 

- the production optimization or control of: therapeutic gene-transfer 
25 vectors for use in pre-clinical studies and phase I clinical trials , viruses for use as 

viral vaccines, or recombinant proteins for use as medicaments or biological reagents, 
and 

- rapid detection of a viral infection from a patient biological sample. 
As is apparent from the foregoing description, the invention is in no 

30 way limited to those modes of execution, embodiments and modes of application 
which have now been described more explicitly, on the contrary, it encompasses all 
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the variants therof which may occur to those skilled in the art, without deviating from 
the framework or the scope of the present invention. 

CLAIMS 

1°) Method for determining the titer of a biologic agent interacting with 
living target cells, characterized in that it comprises at least the following steps: 

(ai) the incubation of said biological agent at unknown initial 
concentration C, with said target cells at constant concentration D, 

(bi) the measurement at various successive times t of the intensity / of 
the same signal, which results from the reaction biological agent + living target cells, 

(ci) the determination of the time fa corresponding to the i - B value, 
chosen in the interval B^n < 6 < Bmnx, such as B^n and 6 max correspond to the values of 
i at the inflexion point of the / = f ( t ) curve for respectively the minimal and maximal 
concentrations of a standard biological agent, for which the fa = f ( C ) curve is pre- 
established, and 

(di) the determination of the initial concentration C of the biologic 
agent, with the help of said fa = f (C) standard curve. 

2°) Method according to claim 1, characterized in that, simultaneously 
or before the step (ai), said standard curve is established according to the following 
steps: 

(ao) the preparation of n serial dilutions of a standard biological agent at 
a known initial concentration Co, corresponding to said biological agent final 
concentrations C u C 2 , - - . Cn, respectively, 

(bo) the incubation of each standard biological agent dilution obtained 
in (ao), with said target cells at a constant concentration D, 

(co) the determination of the signal intensity i which results from the 
reaction biological agent + living target cells, for each standard biological agent 
concentration C\, Cz , . . . Cn' at various successive times t\ to t n ' 

(do) the drawing of the i = f ( t) curve for each value of Cy, Ci , . . . Cn' 

(eo) the determination of the 6 value of /, such that Cmjn < B < &mnx and 
Bmin and Bnmx correspond to the values of i at the inflexion point of the i = f ( t ) curve 
for C n and C\, respectively, and 

(fb) the drawing of the fa = f (C) standard curve for the i = B value. 
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3°) Method according to claim 1 or claim 2, characterized in that said 
biological agent is selected from the group consisting of viruses, viral and non-viral 
vectors for genes transfer, vaccines, antibodies and recombinant proteins. 

4°) Method according to anyone of claims 1 to 3, characterized in that 
said signal is selected from the group consisting of fluorescence, luminescence, 
absorbance and cell numeration. 

5°) Kit for the quantification or the detection of a biological agent, 
characterized in that it comprises: 

living target cells at a constant concentration D, 

a standard biological agent at known concentration C, and 

the fi> = f ( C )standard curve of said standard biological agent. 


WO 01/86291 15 PCT/FR01/01366 

ABSTRACT 

Method for determining the titer (concentration) of biological agents, such as viral 
vectors for gene transfer, in real time, in living target cells and uses thereof in the field 
of gene therapy and diagnosis. 
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